RU 
lg 








B 学 报 Acta Entomologica Sinica, September 2018, 61 (9): 1019 - 1028 doi : 10. 16380/j. kexb. 2018. 09. 003 








漆 酶 -1 XE TERES, MEAMI 隐 种 和 温室 
粉 虱 中 的 表达 模式 比较 





TEH? BAR, WO, SER", TAR 


(1. 青岛 农业 大 学 植物 医学 学 院 , 山东 青岛 266109 ; 
2. 中 国 农 业 科学 院 植物 保护 研究 所 ,植物 病虫害 生物 学 国家 重点 实验 室 , 北京 100193; 
3. 中 国 农业 科学 院 ( 深 圳 ) 农 业 基因 组 研究 所 , 广东 深圳 518120) 






































摘要 :【 目 的] 漆 酶 -1 (LAC1 ) 在 粉 玫 -植物 互 作 中 发 挥 重要 作用 ,本 研究 旨 在 探讨 烟 粉 刺 Bemisia 
tabaci MEAMI 隐 种 和 温室 粉 下 Trialeurodes vaporariorum 两 种 存在 竞争 关系 的 粉 息 中 LACI 基因 表 
达 模 式 是 否 存 在 差异 。【 方 法 ] 测 定 烟 粉 她 MEAM] 隐 种 和 温室 粉 乃 唾液 漆 酶 -1 活力 ;对 温室 粉 用 
LACI 基因 进行 了 克隆 和 测序 ;通过 荧光 定量 PCR 测定 和 比较 了 LAC1 在 两 种 粉 乱 不 同 发 育 阶 段 和 
成 虫 不 同 组 织 中 的 表达 谱 以 及 取 食 外 施 水 杨 酸 (0.5 mmol/L) 的 番茄 植株 后 两 种 粉 屯 不 同 发 育 阶 
段 和 成 虫 不 同 组 织 中 LAC1 的 表达 水 平 ,同时 检测 了 成 虫 存活 率 和 产 孵 量 。【 结果 】 酶 活力 测定 结 
果 表 明 两 种 粉 乃 的 唾液 中 漆 酶 -1 活力 差异 不 显著 。 温 室 粉 乃 PCR 扩 增 后 得 到 大 小 639 bp 的 LACI 
基因 中 间 片 段 。 发 育 表 达 谱 结果 表明 ,L4C1 基因 在 两 种 粉 剧 各 个 发 育 阶段 均 有 表达 ,在 烟 粉 虱 
MEAMI 隐 种 成 下 期 表达 量 逐 渐 升 高 ,而 在 温室 粉 必 各 发 育 时 期 的 表达 量 无 显著 差异 ; 烟 粉 乱 
MEAMI I& fb X $A LACI 的 表达 量 高 于 温室 粉 乳 。 组 织 表达 结果 表明 ,1L4C1 在 两 种 粉 玫 成虫 的 
头 胸 部 、 中 肠 和 腹部 残 瞬 中 均 有 表达 ,但 在 中 肠 中 不 度 最 高 。 取 食 外 施 水 杨 酸 番茄 植株 的 烟 粉 用 
MEAMI 隐 种 , 随 取 食 时 间 的 延长 成 贝 存活 率 下 降 , 与 对 照 ( 取 食 喷 施 清 水 的 植株 ) 相 比 差异 显著 。 
羽化 后 14 d 时 , 取 食 外 施 水 杨 酸 植 株 的 烟 粉 乱 MEAM] 隐 种 存活 率 仅 为 对 照 的 一 半 , 而 取 食 外 施 水 
杨 酸 植 株 的 温室 粉 乱 的 存活 率 与 对 照相 比 差异 不 显著 。 无 论 是 取 食 外 施 水 杨 酸 的 植株 还 是 取 食 对 
照 植株 , 烟 粉 乳 MEAMI 隐 种 体内 LACI 表达 量 和 产 卵 量 均 高 于 温室 粉 乃 。【 结 论 ] 4C1 在 两 种 粉 
虱 体 内 表达 模式 存在 差异 ,这 可 能 在 两 种 粉 乱 的 竞争 适应 中 具有 一 定 作 用 。 
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Abstract: [ Aim] Laccase-1 (LACI) plays an important role in whitefly-plant interaction. The aim of 
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this study is to explore the variations in expression patterns of LACI gene in two whitefly species, Bemisia 
tabaci MEAMI and Trialeurodes vaporariorum. [Methods] The laccase-l activity was measured in the 
saliva of B. tabaci MEAMI and T. vaporariorum. The LACI gene from T. vaporariorum was cloned and 
sequenced. The expression profiles of LACI in different developmental stages and adult tissues of the two 
whiteflies were assayed by qPCR and compared. The ZACI expression levels, adult survival rate and the 
number of eggs laid by the two whiteflies after feeding on tomato plants sprayed with 0. 5 mmol/L salicylic 
acid (SA) were detected and compared. [Results] The laccase-l activities in saliva of B. tabaci 
MEAMI and T. vaporariorum had no significant differences. A 639 bp intermediate fragment of LACI 
gene was cloned from T. vaporariorum. Developmental expression profiles revealed that LAC1 was 
expressed in various developmental stages of both species, and its expression level increased gradually in 
adult stage of B. tabaci MEAMI, but showed no significant difference among various developmental 
stages of T. vaporariorum. At the adult stage, the transcript level of LACI was higher in B. tabaci 
MEAMILI than that in T. vaporariorum. Tissue expression profiles revealed that LAC1 was expressed in the 
cephalothorax, midgut and abdomen wreckage of adults of both whiteflies, and showed the highest 
transcript level in the midgut. The survival rate of B. tabaci MEAMI adults feeding on tomato plants 
sprayed with SA decreased as the feeding time extended, and was significantly different from that in the 
control (feeding on tomato plants sprayed with water). At 14 d after adult emergence, the survival rate of 
B. tabaci MEAMI feeding on tomato plants sprayed with SA was only half the control, while that of T. 
vaporariorum feeding on tomato plants sprayed with SA showed no significant difference from the control. 
In addition, the expression level of LAC1 and the number of eggs laid were higher in B. tabaci MEAMI 
than those in T. vaporariorum regardless of whether they fed on tomato plants sprayed with SA or the 
control plant. [ Conclusion] The results indicate that there are differences in the expression patterns of 
LAC between B. tabaci MEAMI and T. vaporariorum, and this may play a role in the competition 
between the two species. 
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漆 酶 (laccase，EC 1. 10. 3. 2) 属于 蓝 多 铜 氧化 
酶 (blue multi-copper oxidases, BMCOs) 家 族 ,能 利 


虫 的 生长 发 育 有 着 重要 作用 (Wang et al., 2004; 
Coy et al., 2010; Hattori et al., 2010) 。 我 们 实验 室 








用 铜 离子 竺 有 的 氧化 还 原 能 力 氧 化 有 毒 的 酚 类 物 
质 ,同时 将 分 子 氧 还 原 成 水 ( 赵 丹 等 , 2011), RA 
是 人 类 最 早 发 现 的 酶 类 之 一 ,其 研究 已 有 100 多 年 
的 历史 ( 许 颖 和 兰 进 , 2005) 。 漆 酶 广泛 分 布 于 高 等 
植物 .昆虫 真菌 分 废物 和 少量 细菌 中 ,不 同 来 源 的 
漆 酶 结构 各 异 ,因此 催化 特性 相差 较 大 ,催化 氧化 作 
用 也 有 差别 ( Claus, 2004; 高 玉 千 等 , 2011)。 目前 
昆虫 漆 酶 研究 的 还 相对 较 少 , 通过 在 烟草 天 蛾 
Manduca sexta 、 稻 黑 尾 时 蝉 Nephotettix cincticeps、 黄 
肢 散 白蚁 Reticulitermes flavipes FI X] EC, NV. Fk vc 
Anopheles gambiae 中 的 研究 发 现 , 漆 酶 -1 (laccase-l, 
LACI) 主要 在 昆虫 的 唾液 腺 .中 肠 和 马 氏 管 中 的 表 
达 量 较 高 (Dittmer et al., 2004; Hattori et al., 2005; 
Gorman et al., 2008) 。 昆 虫 体内 的 漆 酶 -1 ,可 能 参与 
昆虫 取 食 过 程 中 的 金属 离子 代谢 、 消 化 木质 素 、 降 解 
植物 次 生 有 毒物 质 以 及 免疫 防御 等 生理 活动 ,对 昆 


















































前 期 研究 表明 ,LAC1L 在 烟 粉 乱 响 应 植物 的 防御 反应 
过 程 中 发 挥 重 要 作用 ,参与 烟 粉 剧 - 植 物 的 互 作 ( Yang 
et al., 2017) , 

KAXI EL Bemisia tabaci MEAMI 隐 种 (以 往 称 “B 
型 烟 粉 乱 ”) RI IL SEI RU Trialeurodes vaporariorum 
( Westwood ) 25 Jj F Æ $H H ( Hemiptera ) 3j Uf 
(Aleyrodidae) ,为 广泛 分 布 的 世界 性 害虫 (向 玉 勇 
等 , 2003; Wan and Yang, 2016) , JEDE SUR E 
TUE STEEL, HE T5 2J PERNE , EME HI] ERST E 
FE RE YEAR, [SE Fr RES ES RA LIP 
可 分 沁 大 量 蜜 露 污染 叶片 和 果实 ,诱发 煤 污 病 ,影响 
寄主 植物 的 光合 作用 ,引起 植物 生理 异常 ;此 外 还 能 
传播 植物 病毒 , 常 混合 发 生 ( Gil, 1992; Chu and 
Henneberry, 1998; H IE, 2002; Jones, 2003), 
两 种 粉 蛋 的 寄主 偏好 性 有 差异 ,在 相同 的 偏好 植物 
上 存活 率 和 生殖 能 力也 存在 差异 ( 曹 凤 勤 等 , 2008; 


















































9 期 杨 春 红 等 : 漆 酶 -1 基因 在 烟 粉 乱 MEAM APRAN 3593 RUP D USB EC 1021 














黄 红 , 2013)。 已 有 人 研究 对 这 两 种 粉 乔 唾液 中 的 碱 
性 磷酸 酶 ,多 酚 氧 化 酶 、 过 氧化 物 酶 和 体内 的 解毒 酶 
系 进行 了 鉴定 和 比较 ( 雷 芳 等 ,2006; 张 桂 分 等 ， 
2008; Yan et al., 2011; Peng et al., 2013 ) 。 本 研究 
期 望 通过 酶 活力 测定 、 基 因 克 隆 、 欧 光 定 量 PCR 等 
技术 ,能 更 深入 地 研究 昆虫 体内 酶 类 物质 在 其 寄主 
适应 性 和 生存 竞争 方面 所 起 的 作用 。 

水 杨 酸 是 植物 体内 一 种 重要 的 信号 物质 ,在 植 
物 抵 御 外 界 胁迫 中 发 挥 着 重要 作用 。 外 源 水 杨 酸 可 
以 引起 植物 一 系列 的 代谢 和 生理 反应 ,从 而 影响 植 
物 的 生长 发 育 (Hayat et al., 2010) 。 外 源 水 杨 酸 和 
乙酰 水 杨 酸 能 够 诱导 病程 相关 蛋白 (pathogenesis- 
related protein) 基因 的 表达 ,引起 植物 防御 反应 ,这 
种 现象 在 单子 叶 和 双子 叶 植 物 中 都 有 报道 
( Makandar et al., 2006; Thiruvengadam et al., 2016)。 

本 研究 在 已 经 获得 的 烟 粉 剧 MEAMI 隐 种 的 漆 
酶 -1 基因 cDNA 序列 全 长 ( 杨 春 红 等 , 2013) 的 基础 
上 ,检测 了 烟 粉 乱 MEAMI1 隐 种 和 温室 粉 乱 的 唾液 
中 是 否 含有 漆 酶 -1 ,然后 克隆 温室 粉 乱 的 漆 酶 -1 基 
因 片 段 ,并 对 漆 酶 -1 基因 在 这 两 种 粉 乱 体内 的 时 空 
表达 情况 和 在 烟 粉 乱 应 对 植物 防御 反应 过 程 中 所 起 
作用 的 差异 进行 了 分 析 ; 通 过 研究 粉 乱 取 食 外 施 水 
杨 酸 的 植物 后 漆 酶 -1 基因 表达 的 变化 ,来 比较 研究 
和 明确 漆 酶 -1 基因 在 粉 乔 对 植物 防御 反应 的 响应 
过 程 中 所 起 的 作用 ;通过 比较 L4C1 TEX VERUS) E 
中 的 表达 差异 ,来 探讨 其 在 这 两 种 粉 乱 竞 争取 代 过 
程 中 可 能 存在 的 功能 。 




























































































1 材料 与 方法 


1.1 昆虫 

ARE SUB. tabaci MEAMI 隐 种 和 温室 粉 乱 T. 
vaporariorum 为 本 实验 室 在 温室 中 的 长 期 饲养 种 群 ， 
F EWA E Dh Lycopersicon esculentum, cv. 
Zhongza 9 ,无 用 药 史 。 温 室 饲养 温度 25 +30 ,相对 
湿度 40% ~60% ,自然 光照 。 
1.2 漆 酶 酶 活力 测定 

选择 用 番 匣 植株 饲养 的 两 种 粉 融 较 活跃 成 虫 个 
体 作 为 供 试 虫 源 ,随机 各 取 200 头 , 放 和 人 两 端 通 透 的 
玻璃 管 ( 直径 3 cm ,高 8 em) 中 ,玻璃 管 上 端 用 双 层 
Parafilm 膜 覆 盖 , 进行 人 工 饲养 ,两 层 Parafilm 膜 间 
加 入 200 uL 饲养 液 [10% 芒 糖 加 10 mmol/L 2-(N- 
吗 啉 基 ) Z mi RS (2-(N-morpholino) ethanesulfonic 
acid, MES] ( Amresco 公司 ,美国 ) 用 薰 馏 水 溶解 的 












































混合 液 ) 。 另 将 无 粉 乱 取 食 的 饲养 液 作为 对 照 。 

3- 乙 基 茶 并 噬 唑 -6- 奢 酸 [2, 2'-azino-bis (3- 
ethylbenzothiazoline-6-sulfonate, ABTS ] ( Amresco 公 
司 ,美国 ) 作 为 底 物 来 测定 漆 酶 酶 活力 是 迄今 为 目 
测定 漆 酶 酶 活力 较 合 理 和 科学 的 方法 ( 林 俊 芳 等 ， 
2009) ,所 以 本 实验 用 ABTS 测定 两 种 粉 乔 唾 液 中 的 
漆 酶 -1 活力 。 待 粉 乱 取 食 24 h 后 ,使 用 一 次 性 注射 
需 回 收 含 有 粉 乱 唾 液 的 饲养 液 和 未 经 烟 粉 乱 取 食 的 
人 饲养 液 ,吸取 过 程 需 谨 防 底 膜 破裂 。 反 应 在 28% 下 
进行 , 取 回 收 液 50 pL, 加 到 96 孔 微 孔 板 中 ,然后 加 
入 用 100 mmol/L NaAc 溶液 配制 的 150 uL 2.0 
mmol/L 的 ABTS 溶液 (pH 5.0) ,在 240 nm 下 测定 
吸光 值 , 采 用 动力 学 方法 ,每 5 min 读数 1 次 ,总 共 
读 2 h。 各 人 处理 200 头 重 复 3 次 ,每 次 重复 制备 酶 
液 。 酶 活性 以 单位 时 间 内 每 升 溶液 的 吸光 度 变 化 值 
来 表示 ( AOD,í min * L)。 
1.3 AEWA LACI cDNA 克隆 

随机 取 200 头 同一 时 期 的 温室 粉 乱 成 虫 , 用 
RNAeasyMini Kits( Qiagen) 试剂 盒 提取 总 RNA ,使 用 
北京 全 式 金 公司 的 TransScript™ One-Step gDNA 
Removal and cDNA Synthesis SuperMix 进行 反 转 录 。 
利用 昆虫 LACY 的 保守 区 域 设 计 简 并 引物 TvLACITE 
( 5'-TAYGGTCCAGGCRTGTGKAG-3') 和 TvLACIR 
(5'-CTGASCAGTGADGTTGCTTC-3') , 进行 PCR 扩 
增 ,PCR 反应 体系 (20 pL) :模板 cDNA 1. 0 pl, 
Primer-F/R (10 pmol/L) 各 0.5 uL, 10 x TransStart 
Taq buffer 2.0 uL, dNTP (10 pmol/L) 0.8 pL, 
TransStart Taq DNA Polymerase 0.4 pL, 加 ddH,0 至 
20 nL。 反应 条 件 : 940C 预 变性 3 min; 94C 30 s, 
56*C 30 s, 72%C 30 s, 35 个 循环 ; 72C 10 min, 
PCR 扩 增 产物 以 1.0% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 后 ,将 
目的 条 带 按照 TIANgel Midi Purification Kit 的 说 明 
进行 纯化 回收 ,并 连接 到 pEASY-T3 载体 中 ,转化 
Trans-T] 感受 态 细胞 , 蓝 白 斑 筛 选 , 挑 取 阳 性 克隆 ， 
送 北京 三 博 远 志 生 物 技 术 有 限 责 任 公司 测序 。 
1.4 荧光 定量 PCR 检测 LAC1 时 空 表达 模式 

分 别 收集 烟 粉 乱 MEAMI 隐 种 和 温室 粉 乱 的 2 ， 
3, 4 BARAIL O, 4, 7, 10 和 14 d 的 成 虫 各 
200 3. ,提取 RNA ,用 于 测定 不 同 发 育 阶 段 LACI 的 
相对 表达 量 。 分 别 收集 两 种 粉 乱 羽化 后 0, 4, 7, 10 
和 14 d 的 成 虫 各 200 头 解剖 后 用 于 不 同 发 育 阶 段 
不 同 组 织 LACI 相对 表达 量 的 测定 ,有 具体 步骤 如 下 : 
在 DEPC 水 配制 的 PBS 缓冲 液 中 解剖 成 虫 获 得 涉 和 
前 胸 ( 作 为 一 个 样品 ) .中 肠 ( 作 为 一 个 样品 ) 并 收集 
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腹部 残骸 (作为 一 个 样品 ) ,将 解剖 出 的 头 胸 、 中 肠 
清洗 后 收集 于 含 提 取 液 的 RNAase Free 离心 管 中 用 
于 RNA 提取 ,或 保存 在 -80Y 冰箱 中 备用 。 采 用 
RNAeasyMini Kits( Qiagen) 试剂 盒 提 取 总 RNA, JE 
取 的 RNA 需 经 过 浓度 和 质量 测定 , 取 等 质量 的 
RNA( 本 实验 由 于 中 肠 的 RNA 较 难 收集 ,统一 选取 
RNA 质量 为 0.2 ug) 进行 反 转 录 实 验 ,使 用 北京 全 











周期 14L: 10D。 每 7 d 调查 一 次 ,记载 成 虫 存活 率 
和 产 卵 量 。 每 实验 设 3 次 生物 学 重复 ,每 个 重复 60 
头 成 虫 。 喷 蒸馏 水 的 清洁 番茄 植株 按 上 述 方法 处 理 
作为 对 照 。 
1.6 数据 分 析 

利用 比较 靖 值 法 来 测定 目的 基因 的 相对 表达 
量 , 即 目的 基因 的 相对 表达 量 =2 ^^", JH SAS 8.01 











式 金 公司 的 TransScript One-Step gDNA Removal and 
cDNA Synthesis SuperMix ,按说 明 书 操作 。 每 实验 设 
3 次 生物 学 重复 ,每 重复 使 用 200 头 成 虫 或 若虫 。 

因 克 隆 得 到 的 温室 粉 珊 LACI 和 烟 粉 避 
MEAMI 隐 种 LACI 序列 相似 性 极 高 ,利用 其 相同 序 
列 部 分 设计 荧光 定量 PCR 引物 (F: 5'-AACGG 
CAAAGGACGCTACAAGG-3'; R; 5'-CTGACCAGTG 
AGGTTGCTTCTT-3') ,. LJ B-actin (F; 5'-TCACCACC 
ACAGCTGAGAGA-3'; R: 5'-CTCGTGGATACCGC 
AAGATT-3') 为 内 参 基 因 ,以 初 羽 化 烟 粉 乱 MEAMI 
隐 种 中 肠 的 LAC 含量 为 基准 量 ,采用 比较 Cc 值 的 
相对 定量 方法 对 LAC1 在 不 同时 间 不 同 组 织 相对 表 
达 量 表达 进行 分 析 。 整 头 虫 不 同 发 育 时 期 的 荧光 定 
Æ PCR 则 以 两 种 粉 融 2 龄 若虫 的 LACI 表达 量 为 基 
ME. KIGE E PCR 反应 采用 Quantity PCR Kit( Bio- 
Rad) 试剂 盒 ,反应 体系 为 20 plo 荧光 定量 PCR 反 
应 用 两 步 法 标准 程序 : 94%C 预 变 性 3 min; 94% 
30 s, 56% 30 s, 72%C 32 s, 38 个 循环 。 反 应 在 
7500 Real-Time PCR System (ABI) 上 进行 。 每 实验 设 
3 次 生物 学 重复 ,每 个 重复 使 用 200 头 成 虫 或 若虫 。 
1.5 外 施 水 杨 酸 处 理 番 茄 植株 对 两 种 粉 剧 体 内 
LACI 基因 相对 表达 量 及 成 虫 存活 率 和 产 卵 量 的 影响 
1.5.1 番茄 植株 外 施 水 杨 酸 的 处 理 : 待 番茄 幼苗 长 
至 约 20 ~30 cm(5 -6 时期 ), 喷 施 浓 度 为 0. 5 
mmol/L 的 水 杨 酸 (salicylic acid, SA) ,每 次 距 至 叶 
片 全 湿润 ,以 喷 施 蒸馏 水 的 番茄 植株 作为 对 照 ,24 h 
后 接 初 羽 化 成 虫 。 

1.5.2 LACI mRNA 相对 表达 量变 化 测定 :将 两 种 粉 
融 分 别 接 到 水 杨 酸 处 理 的 植株 或 对 照 植株 上 饲 喂 ,在 
0, 1,4, 7, 10 和 14 d 分 别 取 200 头 , 提 取 RNA , 反 转 
录 后 按照 1.4 节 所 列 方法 进行 荧光 定量 PCR, 

1.5.3 fs MEAMI 隐 种 和 温室 粉 剧 产 卵 量 和 
存活 率 观察 :分 别 将 一 对 初 羽 化 的 烟 粉 乱 MEAMI 
隐 种 /温室 粉 乱 接 到 水 杨 酸 处 理 24 h 的 叶片 上 ,每 
株 接 一 片 叶 , 用 微 虫 笼 将 叶片 单 住 , 共 接 30 对 。 然 
后 将 接 好 虫 的 寄主 植物 放置 在 人 工 气 候 箱 中 培养 ， 
控制 条 件 为 温度 25 +10 ,相对 湿度 60% — 7096 , 光 



























































(SAS, 美国 ) 统 计 软 件 的 独立 样本 了 检验 方差 分 
析 (ANOVA) 来 进行 数据 的 统计 分 析 , 采 用 LSD 法 
多 重 比较 检验 , 显著 性 检验 水 平 为 已 =0.05。 用 


Z7 
Sigmaplot 12.0(Systat, 美国 ) 作 图 。 

















2 结果 


2.1 JAHA MEAMI 隐 种 与 温室 粉 虱 唾 液 中 漆 酶 - 
1 酶 活力 比较 

ABTS 在 25%C pH 5 时 仅 与 漆 酶 -1 反应 ,因此 
重 液 中 加 ABTS 测 得 的 结果 为 漆 酶 -1 活力 。 测 定 结 
果 显 示 ( 图 1) 虽然 温室 粉 乱 中 漆 酶 -1 活力 略 高 于 烟 
WA MEAMI] 隐 种 ,但 经 了 检验 得 出 温室 粉 乱 与 烟 
Ts MEAMI 隐 种 漆 酶 -1 酶 活力 不 存在 显著 差异 。 
2.2 BEPA LACI 基因 克隆 

PCR 扩 增 后 得 到 温室 粉 乱 LA4C1 基因 大 小 639 
bp 的 中 间 片 段 , 对 扩 增 条 带 回收 测序 后 进行 Blast 
搜索 ,结果 发 现 与 来 自 其 他 昆虫 的 LAC 基因 高 度 
相似 (图 2) ,推测 所 得 片段 是 温室 粉 虱 LACI 基因 
cDNA 片段 。 利 用 SMART 软件 分 析 得 到 ,温室 粉 乔 
LACI 片段 的 编码 蛋白 具有 保守 和 氨基酸 序列 
HFWHSH ,其 中 3 42H 24 5 3E ( H) 是 铜 离子 结合 
位 点 ;具有 引物 酶 解 旋 酶 的 锌 结合 域 ; 有 2 个 N- 糖 基 
化 位 点 ,说 明 漆 酶 -1 可 能 会 发 生 特定 的 糖 基 化 修饰 。 
2.3 LACI 在 烟 粉 天 MEAMI 隐 种 和 温室 粉 虱 体 
内 的 时 空 表达 
2.3.1 LACI 在 不 同 发 育 阶 段 的 表达 :结果 如 图 3 
所 示 ,两 种 粉 乱 2, 3 和 4 龄 若虫 和 初 羽 化 的 成 虫 
LAC] 表达 量 均 相对 较 低 , 且 无 显著 性 差异 ; A 
MEAMI 隐 种 成 虫 中 表达 量 较 高 ,从 初 羽化 至 羽化 
后 14 d, 表 达 量 呈现 逐渐 升 高 的 趋势 , 且 差 异 显著 ; 
LAC 在 温室 粉 乔 各 个 发 育 阶 段 的 表达 量 无 显著 差 
异 。 烟 粉 乱 MEAMI 隐 种 在 羽化 后 7, 10 和 14 d 时 
LACI 的 表达 量 显著 高 于 温室 粉 乱 。 这 表明 在 若虫 
期 和 成 虫 发 育 前 期 , 烟 粉 乱 MEAMI 隐 种 和 温室 粉 
TACI 的 表达 没有 显著 差异 ,但 到 了 成 虫 发 育 后 
期 两 者 表达 量 差距 有 越 来 越 大 的 趋势 。 
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处 理 时 间 Treatment time (min) 


1 烟 粉刺 MEAMI 隐 种 与 温室 粉 融 唾 液 漆 酶 -1 酶 活力 比较 





Fig. 1 Comparison of laccase-l activity in saliva secreted by Bemisia tabaci MEAMI and Trialeurodes vaporariorum 





Tv. EY Trialeurodes vaporariorum. 图 中 数据 为 平均 值 奎 标准 误 。Data in the figure are mean + SE. 
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2 温室 粉 融 LACI 推导 的 氨基 酸 序 列 及 其 同 源 基因 氨基 酸 序列 的 多 序列 比 对 


Fig. 2 Multiple alignment of the deduced amino acid sequences of LACI from Trialeurodes vaporariorum and 
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its homologues from other insects 
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以 Clustal X 进行 多 序列 比 对 ,用 Genedoc 作 图 ;黑色 阴影 表示 相同 氨基 酸 ,灰色 阴影 表示 相似 氨基 酸 。 保 守 序 列 以 下 划 线 标记 ,N-linked 糖 基 化 
位 点 (N-X-T) 以 方 框 标记 。Multiple sequence alignment is conducted with Clustal X and the graph is drawn with Genedoc. The identical and similar 














residues are shaded in black and gray, respectively. The conservative sequence is underlined. N-linked glycosylation (N in N-X-T) are boxed. 漆 酶 -1 
基因 序列 来 源 及 GenBank 登录 号 The origin of LAC1 genes and their GenBank accession numbers: A. gambiae: [X] ke WÈ tX Anopheles gambiae, 

















AANI7505.1; A. pisum: 豌豆 蚜 Acyrthosiphon pisum, XP_001948070. 1; B. tabaci: HAXE Bemisia tabaci, JQ966215; D. melanogaster: 


hg 
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TUR Mg 


Drosophila melanogaster, NP 609287. 3; M. barneyi; WE HK ÄH $X Macrotermes barneyi, AFD33366. 1; M. sexta; 草 天 蛾 Manduca sexta, 
AANIT7506.1; N. cincticeps: 黑 尾 叶 暗 Nephotettix cincticeps, BAJ06132. 1; T. castaneum: 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum, NP. 001034514. 1; T. 





vaporariorum ; Ya ZAE Trialeurodes vaporariorum. 
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图 3 Er, MEAMI 隐 种 与 温室 粉 剧 不 同 发 育 时 期 LACE. mRNA 的 表达 谱 
Fig. 3 Expression profiles of LACI mRNA in Bemisia tabaci MEAMI and Trialeurodes vaporariorum at different developmental stages 
Tv: 温室 粉 乱 T. vaporariorum; N2, N3: 分 别 为 2 和 3 龄 若虫 2nd and 3rd instar nymph, respectively; N4: 伪 晴 期 Pseudo pupal stage; 0d; 初 羽化 








HE Newly emerged adult; 4d; 4 日 龄 成 虫 4 d-old adult; 7d; 7 日 龄 成 4 





H7 d-old adult; 10d: 10 日 龄 成 虫 10 d-old adult; 14d; 14 日 龄 成 虫 14 d- 








old adult. 图 中 数据 以 2 龄 若虫 中 AC 表达 量 为 基准 量 。 图 中 数据 为 平均 值 + 标准 误 ; 寄 主 种 类 和 发 育 阶段 作为 两 个 因素 , 柱 上 不 同 大 写字 














母 表示 相同 种 粉 下 不 同 发 育 阶段 基因 





表达 量 差异 显著 ,不 同 小 写字 母 表 示 相 同 发 育 阶段 的 两 种 间 基 因 表达 量 差异 显著 (two-way ANOVA, P < 


0.05) , B-actin 作为 内 参 。Data were calibrated according to the mRNA level of LACI in the 2nd instar nymph. Data in the figure are mean + SE. Host 


species ( B. tabaci MEAMI and T. vaporariorum) and developmental stage ( nymphal instars and adult emergence time) were taken as two factors, 


different capital letters above bars represent significant difference in relative transcript level among different developmental stages of the same species, 


while different lowercase letters represent significant difference in the relative transcript level between the two species at the same developmental stage 


(two-way ANOVA, P «0.05). f-actin was used as an internal reference gene. 


2.3.2. LACI 在 成 虫 不 同 组 织 中 的 表达 :ZL4C1 在 烟 
Fig MEAMI 隐 种 和 温室 粉 剧 成 虫 不 同 组 织 中 的 表 
达 差 异 和 不 同龄 期 的 表达 趋势 如 图 4 所 示 ,ZL4C1 在 
两 种 粉 乱 的 头 胸部 .中 肠 和 腹部 残 通 中 均 有 表达 , 且 
表达 量 有 显著 差异 ;无 论 是 烟 粉 乱 MEAMI 隐 种 还 
是 温室 粉 虱 , 中 肠 中 LAC 的 表达 量 均 高 于 头 胸部 
和 腹部 残 骨 ; 绝 大 部 分 发 育龄 期 ,温室 粉 融 尖 胸部 和 
中 肠 中 LACE 的 表达 量 均 显著 高 于 烟 粉 虱 MEAMI 
隐 种 ,在 羽化 后 4 dil CEP GE ys LACE 的 表 
XS TE TRUE) S, MEAMI 隐 种 中 的 近 6 倍 ,羽化 后 7 









































降 ; 温 室 粉 避 LACI 相对 表达 量 在 取样 的 几 个 时 间 
点 取 食 外 施 水 杨 酸 或 是 对 照 植株 均 无 显著 差异 (图 
5)。 结 果 显示 ,从 羽化 后 7 d 开始 ,无 论 是 取 食 外 施 
水 杨 酸 的 植株 还 是 取 食 对 照 植 株 , 烟 粉 乱 MEAMI 
隐 种 的 LACI 表达 量 始终 显著 高 于 温室 粉 乔 。 

随 取 食 外 施 水 杨 酸 植株 时 间 的 延长 , 烟 粉 天 
MEAMI 隐 种 成 虫 存活 率 下 降 , 与 对 照相 比 差异 显 
著 , 在 羽化 14 d 时 , 取 食 外 施 水 杨 酸 植株 的 烟 粉 乔 
MEAMI 隐 种 存活 率 仅 为 对 照 的 一 半 ,而 取 食 外 施 
水 杨 酸 植株 的 温室 粉 虱 成 虫 的 存活 率 与 对 照相 比 差 






























































d, 温 室 粉 乱 中 肠 中 L4C1 mJ d SE NOE S 
MEAMI 隐 种 中 肠 中 表达 量 的 近 10 倍 ; ARE) S 
MEAMI 隐 种 腹部 残骸 中 LAC 的 表达 量 显著 高 于 温 



































异 不 显 车 (图 6: A)。 取 食 外 施 水 杨 酸 植株 的 烟 粉 
8, MEAMI 隐 种 产 卵 量 显著 减少 ,而 温室 粉 剧 取 食 

















外 施 水 杨 酸 的 植株 与 取 食 正 常 植株 相 比 产 卵 量 差异 











FME, t| Je Jt d PAE 14. d HF, LACI 在 烟 粉 乔 
MEAMI 隐 种 中 的 表达 量 比 温室 粉 乱 高 了 近 9 倍 。 
2.4 KARRAR TRE PRSE I 8. MEAMI 隐 种 
和 温室 粉 虱 漆 酶 -1 基因 相对 表达 量 及 成 虫 存活 率 
和 产 卵 量 的 影响 

与 对 照相 比 , 取 食 水 杨 酸 处 理 的 植株 后 烟 粉 乔 
MEAMI 隐 种 LACI 的 相对 表达 量 在 羽化 后 1 d 和 
4 d 的 成 虫 中 无 显著 差异 ,从 羽化 后 7 d 开始 显著 下 












































不 显著 (图 6: B)。 无 论 是 取 食 正常 植株 还 是 外 施 
水 杨 酸 植株 , 烟 粉 乱 MEAMIT 隐 种 的 产 卵 量 均 高 于 
温室 粉 乱 。 
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基因 在 生物 体 中 的 表达 规律 与 其 功能 有 密切 的 
联系 。L4C1 在 烟 粉 乱 MEAMI 隐 种 和 温室 粉 乱 的 
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图 4 Js MEAMI 隐 种 与 温室 粉 乱 羽 化 不 同 天 数 的 成 4 








ELSE ATP CA) PA (B) 和 腹部 残 通 (C) 中 LACI mRNA 的 表达 谱 


Fig. 4 Expression profiles of LACI mRN 


A in cephalothorax ( A) , midgut (B) and abdomen wreckage ( C) of 


Bemisia tabaci MEAMI and Trialeurodes vaporariorum adults at different day-old 











Tv: ZKA T. vaporariorum. 图 中 数据 为 平均 值 土 标 ; 


误 ; 柱 上 不 同 字母 表示 同一 组 织 中 的 表达 量 在 不 同日 龄 成 虫 间 存 在 显著 差异 ( 忆 < 











0.05) (LSD £3 








the same tissue among adults at different day-o 


d at the 0.05 level ( LSD 


不 同 组 织 中 和 不 同 发 育 阶 段 均 有 表达 ,其 在 时 间 和 
空间 上 分 布 的 广泛 性 说 明 LAC. 在 两 种 粉 乱 体 内 可 
能 发 挥 着 重要 作用 。 本 研究 发 现 L4C1 TERES SA 
MEAMI 隐 种 和 温室 粉 乔 成 虫 的 头 胸部 .中 肠 和 腹 
部 残 通 中 均 有 表达 , 头 胸部 含有 唾 腺 组 织 ,而 腹部 残 
通 主 要 由 马 氏 管 ,脂肪 体 和 表皮 组 成 ,推测 粉 乱 的 唾 
腺 \ 马 氏 管 .脂肪 体 中 可 能 都 有 LAC 的 表达 。 无 论 
是 烟 粉 乱 MEAMI 隐 种 还 是 温室 粉 乔 ,LAC1 在 中 肠 
中 特异 性 高 表达 ,说 明 漆 酶 -1 可 能 在 中 肠 中 发 挥 主 
要 的 作用 。 

本 研究 证 实 了 烟 粉 乱 MEAM1 隐 种 和 温室 粉 虱 










































































和 比较 检验 ) Data in the figure are mean + SE. Different letters above bars represent significant difference in relative expression level in 


multiple comparison test). 


LE 
EH 


种 。 郑 长 英 等 (2012 ) 的 研究 发 现 ,在 匣子、 烟草 、 黄 
瓜 和 番茄 4 种 植物 中 , 取 食 番茄 叶 的 烟 粉 乱 MEAMI 
隐 种 和 温室 粉 避 存活 率 均 为 最 低 ,因此 番 前 不 是 两 
种 粉 乱 的 最 佳 寄主 植物 。 罗 晨 等 (2007 ) 研究 发 现 ， 
温室 粉 乱 在 番茄 上 的 存活 率 大 于 烟 粉 乱 MEAMI 隐 
种 。 同 样 是 取 食 非 最 佳 适 生性 寄主 ,温室 粉 乱 的 中 
肠 中 漆 酶 基因 表达 量 高 于 烟 粉 乱 MEAMI 隐 种 ,中 
肠 作为 消化 吸收 食物 的 主要 场所 ,温室 粉 乱 用 更 多 
的 漆 酶 来 降解 有 毒物 质 ,这 可 能 是 其 在 番茄 上 存活 
率 比 烟 粉 乱 MEAMI 隐 种 高 的 原因 之 一 。 

前 期 研究 发 现 ,外 施 亲 草酸 (JA) 诱 导 的 植物 防 







































































的 唾液 腺 能 分 泌 漆 酶 -1 ,存在 于 水 状 唾液 中 。 在 番 御 反 应 能 使 LACI 的 表达 量 升 高 ,而 且 RNAi 干扰 
茄 植株 上 长 期 饲养 的 烟 粉 乱 MEAMI 隐 种 和 温室 粉 ZL4C1 后 烟 粉 虱 在 番茄 植株 上 的 存活 率 显 车 下降, 而 
异 种 群 唾液 中 的 漆 酶 -1 酶 活力 无 显著 差异 。 诡 光 ”不 影响 其 在 人 工 饲料 上 的 存活 ( Yang et al., 2017), 
定量 PCR 结果 表明 ,大 部 分 发 育 时 期 ,温室 粉 乱 头 Zhang 等 (2018 ) 也 证 明 在 麦 长 管 蚜 Sitobion avenae 
胸部 LACY 的 相对 表达 量 略 高 于 烟 粉 乱 MEAMI1 ER ”中 发 现 沉默 LA4C1 显 著 降 低 了 麦 长 管 蚜 在 抗 蚜 小 麦 
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图 5 取 食 外 施 水 杨 酸 的 番茄 植株 后 烟 粉 乱 MEAM 隐 种 和 温室 粉 禹 不 同日 龄 成 虫 LACI mRNA 的 表达 谱 
Fig. 5 Expression profiles of LAC1 mRNA in Bemisia tabaci MEAMI and Trialeurodes vaporariorum 











adults at different day-old after feeding on tomato plants sprayed with salicylic acid 
Tv: ZKA Trialeurodes vaporariorum; SA; Pt EB m] 2$ 3n TR Tomato plants sprayed with salicylic acid; CK ; 喷 施 蒸馏 水 的 番茄 植株 Tomato 
plants sprayed with distilled water. 柱 上 不 同 大 写字 母 表示 相同 种 不 同 处 理 不 同日 龄 成 虫 间 基因 表达 量 差异 显著 ,不 同 小 写字 母 表 示 相 同 处 理 下 
不 同日 龄 两 种 间 的 基因 表达 量 差异 显著 ,不 同 希 腊 字 母 表示 相同 日 龄 不 同 处 理 两 种 间 基 因 表 达 量 差异 显著 (three-way ANOVA, P «0.05), 


Different capital letters above bars represent significant difference in relative transcript level among different day-old adults of the same species subjected to 
































different treatments, different small letters represent significant difference in the relative transcript level among different day-old adults between the two 
species subjected to the same treatment, and different Greek letters represent significant difference in relative transcript level in adults between the two 


species at the same day-old subjected to different treatments ( three-way ANOVA, P «0.05). 
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6 取 食 外 施 水 杨 酸 的 番茄 植株 后 烟 粉 乱 MEAM. 隐 种 和 温室 粉 乔 不 同日 龄 成 虫 存活 率 (A) 和 产 卵 量 (B) 


Fig. 6 Survival rate (A) and the number of eggs laid (B) of Bemisia tabaci MEAMI and Trialeurodes vaporariorum adults 


N 





DS 




















at different day-old after feeding on tomato plants sprayed with salicylic acid 
Tv: ZKA Trialeurodes vaporariorum; SA; 外 施 水 杨 酸 的 盔 茄 植株 Tomato plants sprayed with salicylic acid; CK ; 喷 施 蒸馏 水 的 番茄 植株 Tomato 
plants sprayed with distilled water. 柱 上 不 同 大 写字 母 表示 相同 种 不 同 处 理 不 同日 龄 成 虫 间 基因 表达 量 差异 显著 ,不 同 小 写字 母 表 示 相 同 处 理 下 
不 同日 龄 两 种 间 的 基因 表达 量 差异 显著 ,不 同 希 腊 字母 表示 相同 日 龄 不 同 处 理 两 种 间 基 因 表 达 量 差异 显著 (three-way ANOVA, P «0.05), 


Different capital letters above bars represent significant difference in relative transcript level among different day-old adults of the same species subjected to 
































different treatments, different small letters represent significant difference in the relative transcript level among different day-old adults between the two 
species subjected to the same treatment, and different Greek letters represent significant difference in relative transcript level in adults between the two 


species at the same day-old subjected to different treatments ( three-way ANOVA, P «0.05). 
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上 的 存活 率 ,说 明 LAC 参与 昆虫 的 反 防 御 反 应 。 
外 源 水 杨 酸 (SA) 可 使 植物 产生 诱导 抗 性 (Smith er 
al., 2009) , 取 食 外 施 水 杨 酸 诱导 的 植物 ,使 烟 粉 乔 
MEAMI 隐 种 和 温室 粉 莉 的 LACI 相对 表达 量 下 降 ， 
说 明 水 杨 酸 诱导 的 植物 抗 性 机 制 对 昆虫 LAC1 的 表 
达 产 生 影响 ,JA 和 SA 具有 持 抗 作用 ,SA 能 抑制 JA 
的 合成 及 JA. 诱导 的 基因 表达 ( 李 国 婧 和 周 党 ， 
2002) ,此 研究 表明 LACI 能 被 JA 正 调控 ,而 被 SA 
负 调 控 。 烟 粉 乱 MEAMI 隐 种 LACI 表达 量 下 降 的 
幅度 高 于 温室 粉 乱 , 可 能 是 由 于 烟 粉 乱 MEAMI1 隐 
种 对 于 这 种 植物 的 抗 虫 机 制 比 温室 粉 乱 更 敏感 。 
14C1 在 两 种 粉 乱 体 内 作用 能 力 的 不 同 可 能 是 两 者 
反 防 御 能 力 存在 差异 的 原因 之 一 ,温室 粉 乱 在 中 肠 
中 ACI 表达 量 更 高 ,对 水 杨 酸 诱导 的 植物 的 防御 
机 制 的 应 对 能 力 更 强 ,所 以 较 不 敏感 。 

随 着 取 食 外 施 水 杨 酸 植株 的 时 间 的 延长 ,与 对 
照相 比 , 烟 粉 乱 MEAMI 隐 种 存活 率 显著 下 降 , 温室 
粉 乱 存 活 率 差异 不 显著 ; 烟 粉 乱 MEAMI 隐 种 产 卵 
量 显著 减少 ,而 温室 粉 乱 也 无 显著 差异 。 此 结论 验 
WE T Bünde, ME S. MEAMI 隐 种 对 于 植物 的 
抗 性 机 制 更 敏感 ,从 而 存活 率 下 降 . 产 卵 量 减少 ,而 
温室 粉 乱 较 不 敏感 ,因此 植物 的 抗 性 对 其 寿命 和 产 
卵 量 影响 不 大 。 水 杨 酸 诱导 的 植物 抗 性 使 烟 粉 于 
MEAMI 隐 种 LACI 表达 量 迅 速 下 降 , 因 为 LACI A 
有 降解 番茄 植株 汁液 中 有 毒物 质 的 功能 ,4C1 的 表 
达 量 减少 使 烟 粉 乱 MEAMI 隐 种 的 解毒 能 力 降 低 ， 
从 而 烟 粉 乱 MEAMI 隐 种 死亡 率 上 升 , 产 卵 量 减少 。 
温室 粉 乱 较 不 敏感 , 取 食 外 施 SA 的 植株 后 LACI K 
达 量 与 对 照 无 显著 差异 ,从 而 对 其 取 食 和 生存 影响 
不 大 。 可 能 正 是 由 于 LACI 的 稳定 表达 使 温室 粉 蛋 
的 寿命 和 产 卵 量 受 植物 防御 物质 的 影响 减 小 。 

无 论 是 取 食 外 施 水 杨 酸 的 植株 还 是 正常 植株 ， 
烟 粉 乱 MEAMI 隐 种 体内 总 的 LACI 表达 量 均 高 于 
温室 粉 乔 ,所 以 烟 粉 乱 MEAMI 隐 种 利用 LACI 的 解 
毒 能 力 可 能 强 于 温室 粉 乱 。 在 正常 取 食 的 情况 下 ， 
烟 粉 乱 MEAMI 隐 种 比 温室 粉 乱 的 寿命 更 长 ,产儿 
量 更 高 ,但 在 植物 产生 防御 反应 即 不 利 的 取 食 情况 
下 ,与 温室 粉 乱 相 比 烟 粉 乱 MEAMI 隐 种 死亡 率 较 
高 ,但 其 产 卵 量 依然 显著 高 于 温室 粉 乱 , 所 以 其 具有 
一 定 的 竞争 取代 优势 。 由 本 研究 得 出 LAC 在 烟 粉 
到 MEAMI 隐 种 和 温室 粉 乱 中 的 表达 模式 是 不 同 
的 ,14C1 在 温室 粉 乱 中 表达 比较 稳定 ,不 受 发 育 时 
期 和 取 食 外 施 水 杨 酸 植株 的 影响 ,而 LAC. 在 烟 粉 
HU MEAMI 隐 种 中 的 表达 量 在 成 虫 期 呈现 逐渐 升 高 






































































































































的 趋势 ,而且 取 食 外 施 水 杨 酸 的 植株 后 表达 量 下 降 ， 
同时 取 食 外 施 水 杨 酸 植株 后 烟 粉 乱 MEAMI1 隐 种 的 
产 卵 量 和 存活 率 显著 下 降 ,说 明 LACI 在 烟 粉 乱 的 
生命 活动 中 发 挥 更 加 重要 的 作用 。 
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